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海水，下水，土壌などの試料を採取した。そして，それらを 1 % (w/v) キャノー
ラ油を含む寒天培地に塗布して 25℃で培養した。培地に生育したコロニーで，
その周縁に油分解を示す透明帯（ハロー）を形成した株を，食用油分解菌とし















よって調べた YY31 株の生化学性状と，YY31 株の 16S rRNA 遺伝子のほぼ全長
（約 1,500bp）の塩基配列とを解析した。得られた結果を各データベースと照合
したところ，いずれも Pseudomonas sp.と高い相同性が示された。特に，YY31
株の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列が，P. fluorescens A506 および P. reactans PSR2




を行なった。その結果，YY31 株の産生するリパーゼは 1 種類で，その分子量は
約 50 kDa であることが示された。 
そこで，この YY31 株由来リパーゼ（LipYY31 と命名）遺伝子を含む DNA
断片を，PCR とインバース PCR により増幅し，その塩基配列を解析した。その
結果，LipYY31 遺伝子 は 1,410 bp の Open Reading Frame から成り，アミノ酸
470 残基，分子量 49,584 Da のタンパク質に相当する新規リパーゼをコードする
と推定された。この LipYY31 の推定アミノ酸配列は，サブファミリーI.3 に属す
るリパーゼと高い相同性をもち，触媒作用を持つ Ser 残基周辺にリパーゼ固有の
保存領域 GXSXG (X: 任意のアミノ酸) モチーフを持っていた。次に，LipYY31
遺伝子の塩基配列に基づいて設計された特異的プライマーを用いて PCR を行な




25-30 °C であったが，0-5 °C でも至適温度下で示された活性の約 20-40 %に
当たる活性を持つことが示された。また，LipYY31 のリパーゼ活性は，0-15℃の
低温域では 5 日間以上安定であったが，25℃以上では 6 時間で 50 % 以下にまで
活性が低下した。これらの結果から，LipYY31 は典型的な低温適応型のリパー
ゼであることが考えられた。なお，リパーゼ活性の至適 pH は 8.0 であった。さ
















 当学位審査委員会は当該学位論文を詳細に査読し，かつ平成 26 年 1 月
22 日（水）に博士論文研究の公聴会を実施し，同日，論文内容の最終審査と最
終試験を実施した。以下に，審査結果を要約する。 























ザイモグラムを行ない，YY31株が，分子量が約 50 kDaであるリパーゼを 1種類
のみ産生・分泌することを明らかにした。 
さらに，PCR とインバース PCR により，YY31 株が持つリパーゼ遺伝子
（lipYY31と命名）を含む DNA断片を増幅し，その塩基配列を解読した。その結
果から，lipYY31は，1,410 bp の Open Reading Frame からなる，アミノ酸 470 
残基，分子量 49,584 Da のリパーゼ（LipYY31と命名）をコードすると推定され
た。そして，この LipYY31 リパーゼのアミノ酸配列が，リパーゼの分類群にお
けるサブファミリーI.3 に属するリパーゼと高い配列の相同性を持ち，触媒作










の低温域では長期間安定であるが，25℃以上では 6時間で 50 % 以下にまで活性
が低下することを明らかにした。そして，これらの結果から，LipYY31 は典型的
な低温適応型のリパーゼであることを示唆した。さらに，LipYY31 の至適 pH 値
が 8.0であることも示した上で，LipYY31のリパーゼ活性が，Cd2+, Zn2+, EDTA
により強く阻害され，Ca2+によって 3から 7倍にも高められることも見出した。
また，トリグリセリド類と p-ニトロフェノール類の中では，それぞれトリカプ
リン（C10:0）と p-ニトロフェノールカプレート (C10) に対して高い基質特性
を持つことや，植物性油や動物性油脂のような天然基質に対しても高い活性を
示すこと，さらには，非イオン系の界面活性剤である Triton X-100 や Tweenの
存在下で活性が促進されることや，メタノール，エタノール，イソプロパノー
ルなどの有機溶剤中でも高い安定性を示すことなども見出した。このように，
YY31 株とそれが産生する LipYY31 が，中低温において安定したリパーゼ活性を
持つことや，重金属イオン，界面活性剤，有機溶剤などの存在下での保存や利
用が可能であることを示した。 
これらの結果から，申請者が単離し見出した Pseudomonas sp. YY31 株と
LipYY31が，リパーゼに関する研究だけでなく，食品・医薬・化学工業などの産
業分野に加えて環境浄化などの分野にも活用されることが期待された。 
 以上により，当審査委員会は本申請論文が博士（理学）の学位を授与す
るに値するものと認め，合格とした。 
